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In dieser Arbeit wurden bisher nicht bekannte C-terminal verkürzte Isoformen des Proteins 
Rap1-GTP interacting adaptor molecule (RIAM) in murinen neutrophilen Granulozyten 
untersucht sowie eine weitere kurze humane RIAM Isoform identifiziert. RIAM spielt als 
Adapterprotein eine entscheidende Rolle für die Rap1-abhängige durch Talin-induzierte 
Aktivierung von Integrinen. Außerdem besitzt es eine Funktion in der Regulation der 
Dynamik des Aktin-Zytoskeletts. 
Zunächst wurden durch 3‘-Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) verschiedene RIAM 
Transkripte in neutrophilen Granulozyten identifiziert und deren Existenz anschließend 
mittels Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktionen (RT-PCRs) bestätigt. Außerdem 
wurden die endogenen Expressionslevel von RIAM in unterschiedlichen Zelltypen mittels 
Western Blot Analyse untersucht. Auch dies war ein starkes Indiz für die Existenz von kurzen 
RIAM Isoformen in Leukozyten. Durch Klonierung der offenen Leserahmen der RIAM 
Varianten in Expressionsvektoren und anschließender Expression der EGFP-fusionierten 
Proteine in Chinese Hamser Ovary (CHO) Zellen wurden die RIAM Isoformen in Bezug auf 
ihre zelluläre Lokalisation und ihre Bindungsaffinität zu den Proteinen Talin, VASP und 
Profilin untersucht. Weiterhin wurde der Einfluss der RIAM Varianten auf die Mengen an 
aktivem Integrin auf der Zelloberfläche untersucht. Aufgrund der Ergebnisse der 
experimentellen Daten, wurde schließlich die Hypothese aufgestellt, dass die 
unterschiedlichen RIAM Isoformen verschiedene Funktionen in der Zelle besitzen. Während 
die bisher bekannte RIAM Full-length Variante für die Regulation des Aktin-Zytoskeletts von 
Bedeutung ist, kommt nur der kurzen Variante „RIAM short A“ eine Rolle für die Rap1-
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1.1 Integrine und ihre Bedeutung für das Immunsystem 
Integrine sind heterodimere Transmembranproteine und stellen die größte Familie von 
Zelladhäsionsrezeptoren dar. In Säugetieren sind 24 Integrine bekannt, die sich aus  
18 verschiedenen α- und 8 verschiedenen β-Untereinheiten zusammensetzen. Integrine sind 
in der Lage, zwischen einem Zustand mit niedriger und einem Zustand mit hoher Affinität zu 
ihren Liganden zu wechseln. Der Übergang von niedriger zu hoher Affinität wird generell als 
Integrinaktivierung bezeichnet. Er geschieht als Antwort auf äußere Reize und wird durch 
direkte Bindung von zwei Proteinen, Kindlin und Talin, an den zytoplasmatischen Teil der  
β-Untereinheiten induziert. Aktive Integrine vermitteln die feste Bindung an extrazelluläre 
Liganden oder Rezeptoren auf anderen Zellen und dienen als Plattform für viele Signalwege 
zur Steuerung von zahlreichen zellulären Prozessen wie Migration, Teilung, Differenzierung 
oder Apoptose (Moser et al., 2009). In Abbildung 1-1 ist der Übergang von inaktivem zu 
aktivem Integrin schematisch dargestellt. 
 
 
Abb. 1-1: Schematische Darstellung des Übergangs von 
inaktivem zu aktivem Integrin (Moser et al., 2009). 
 
Die Untereinheiten der Integrine setzen sich jeweils aus einer langen extrazellulären 
Domäne, durch die der Ligand gebunden wird, einer α-helikalen Transmembrandomäne und 
einer kurzen zytoplasmatischen C-terminalen Domäne zusammen. Im Zustand mit niedriger 
Ligandenaffinität nimmt die extrazelluläre Domäne eine geknickte Konformation ein. Dieser 
Zustand wird durch zahlreiche Wechselwirkungen zwischen den beiden Integrin-




extrazelluläre Domäne in einem gestreckten Zustand und die Transmembran- und 
intrazellulären Domänen sind voneinander getrennt. Im Fall der Integrinaktivierung binden 
die Proteine Talin oder Kindlin an den zytoplasmatischen Teil der β-Integrin-Untereinheiten 
und destabilisieren die Wechselwirkung der beiden Untereinheiten Die Separierung der 
intrazellulären Domäne setzt sich daraufhin über den Transmembranbereich hinaus fort und 
resultiert schließlich in den Konformationsänderungen im extrazellulären Bereich des 
Integrins. Dieser Vorgang wird auch als „inside-out signalling“ bezeichnet (Moser et al., 
2009). 
Grundsätzlich können Integrine anhand Ihrer Spezifität zu verschiedenen Liganden in fünf 
Gruppen unterteilt werden: i) RGD-Rezeptoren binden an die extrazellulären Matrixproteine 
Fibronektin und Vitronektin über die Aminosäuresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsäure. 
Dieses Motiv wird als RGD-Domäne bezeichnet. ii) Laminin-Rezeptoren binden an das in 
Basalmembranen lokalisierte Laminin. iii) Kollagen-Rezeptoren binden an Kollagene in der 
extrazellulären Matrix. iv) Die vierte Gruppe von Integrinen ist Leukozyten-spezifisch und 
bindet an Oberflächenrezeptoren der Ig-Superfamilie zu denen beispielsweise ICAM und 
VCAM gehören. v) Die fünfte Gruppe setzt sich aus den Integrinen α4β1 und α9β1 zusammen, 
die sowohl Proteine der extrazellulären Matrix wie Fibronektin, als auch die 
Oberflächenrezeptoren der Ig-Superfamilie erkennen (Hynes, 2002). Abbildung 1-2 vermittelt 
eine Übersicht über die Klassen der Integrine. 
 
 
Abb. 1-2: Einteilung der Integrine nach der Spezifität zu ihren 





So vielfältig die Rolle der Integrine in vivo auch ist, so erfüllen sie doch im Wesentlichen zwei 
Funktionen. Zum einen vermitteln Integrine mithilfe von Adapterproteinen eine Verbindung 
des intrazellulären Zytoskeletts und der extrazellulären Matrix. Diese Aufgabe macht sie 
unverzichtbar bei zellulären Prozessen wie Adhäsion, Zellspreading und Migration. Zum 
anderen initiieren aktive Integrine die Formierung von komplexen Signalplattformen, die 
Prozesse wie Zellwachstum, -teilung, -differenzierung, Motilität und Apoptose steuern 
(Danen and Sonnenberg, 2003; Wiesner et al., 2005). 
Die Bindung an die Liganden Fibronektin und Vitronektin spielt beispielsweise eine wichtige 
Rolle in der Organisation der extrazellulären Matrix sowie in der Zelladhäsion und -migration, 
aber auch bei der Wundheilung und Blutgerinnung (Labat-Robert, 2012). Ebenso zeigt sich 
an einem anderen Beispiel die Bedeutung von Laminin-Rezeptoren bei der Entwicklung des 
zentralen Nervensystems. (Danen and Sonnenberg, 2003). 
Eine bedeutende Rolle spielen Integrine auch bei der Immunantwort gegen Infektionen, im 
Prozess der Wundheilung und bei Autoimmunerkrankungen. Eine fehlerhafte Integrin-
expression in Leukozyten führt zu schweren Immundefekten oder Autoimmunerkrankungen. 
Beispielsweise bewirkt eine Mutation im Gen des β2-Integrins ein Immunmangelsyndrom, 
das als Leukozyten-Adhäsions-Defizienz Typ I bezeichnet wird. Hierbei sind die Leukozyten 
durch das Fehlen von funktionalen β2-Integrinen nicht mehr in der Lage, das Gefäßsystem 
zu verlassen um an einen Infektionsherd zu gelangen. Obwohl der durch Selektine 
vermittelte Vorgang des „Rollings“ nicht beeinträchtigt ist, bleibt die feste β2-Integrin-
vermittelte Bindung der Leukozyten an die vaskulären Endothelzellen, das Spreading der 
Zellen und das intravaskuläre Wandern aus. Dies unterstreicht die große Bedeutung der 
Integrine bei diesem Prozess. Patienten mit dieser Krankheit leiden an schweren bakteriellen 
Infektionen, Gingivitis, Paradontitis sowie an einem Wundheilungsdefekt (Schmidt et al., 
2013). 
1.2 RIAM und seine Rolle bei der Integrinaktivierung 
RIAM (Rap1-GTP interacting adaptor molecule) ist ein Effektor der kleinen 
Guanosintriphosphatase (GTPase) Rap1 und gehört zur Familie der MRL-Proteine  
(Mig-10/RIAM/Lamellipodin). Es besteht im Kern aus einer Ras-Bindedomäne, einer 
Pleckstrin-Homologie (PH) Domäne und einer nahegelegenen "coiled-coil“ Region. Im Prolin-
reichen C-Terminus finden sich außerdem mehrere FPPPP Motive, die mit den ENA-VASP 
homology 1 (EVH1) Domänen der Aktinregulatoren Enabled (ENA; Drosophila 
melanogaster) und Vasodilator-stimulated Phosphoprotein (VASP) interagieren. Zudem 




(Lafuente et al., 2004). Über eine kurze N-Terminale Sequenz aus einer amphipatischen 
Helix, bindet RIAM zudem an Talin (Lee et al., 2009).  
Ursprünglich wurde RIAM als Bindungspartner des Amyloid beta (A4) precurser protein-
binding, family B member 1 (APBB1) identifiziert. In Studien zur Identifikation von  
Rap1-Bindungspartnern erlangte RIAM jedoch weiteres Augenmerk. Es zeigte sich, dass 
durch RIAM eine neue Klasse von Adapterproteinen festgelegt wird. Ebenso ließ sich 
erstmals ein Zusammenhang zwischen RIAM und Zelladhäsion bzw. Aktinregulation 
herstellen. So ist bei Überexpression von RIAM in Jurkat-Zellen eine erhöhte β1- und  
β2-Integrin-vermittelte Zelladhäsion zu beobachten, während ein Knock-down von RIAM zu 
einer verminderten Zelladhäsion durch Rap1 führt (Lafuente et al., 2004). Dies verdeutlichte 
erstmals die wichtige Rolle von RIAM als Effektor von Rap1 in Verbindung mit der  
Rap1-induzierten Integrinaktivierung. Auch in Thrombozyten wurde eine Rolle von RIAM in 
der Rap1-induzierten Aktivierung des αIIbβ3-Integrins durch Talin nachgewiesen. In einem 
Modellsystem mit Chinese hamster ovary (CHO) Zellen, die das Plättchen-Integrin αIIbβ3 
stabil exprimieren, führte ein Knock-out von RIAM trotz Überexpression von Rap1-GTP zu 
einer blockierten αIIbβ3-Integrinaktivierung. Diese Aktivierung ist bei der Rap1-abhängigen 
Aggregation der Thrombozyten bei der Blutstillung von entscheidender Bedeutung  
(Han et al., 2006). Auch im Bereich der T-Zell-Rezeptor-abhängigen Integrinaktivierung wird 
RIAM inzwischen eine Funktion zugeschrieben. In T-Zellen bildet RIAM mit dem Src kinase-
associated phosphoprotein (SKAP), dem Adhesion and degranulation promoting adaptor 
protein (ADAP) und Rap1-GTP einen Komplex, der ebenfalls eine Talin-abhängige 
Integrinaktivierung auslöst (Menasche et al., 2007). 
Diese und weitere Studien führten zu der aktuell verbreiteten Hypothese, dass RIAM als 
Adapterprotein zwischen Rap1-GTP und Talin fungiert, wodurch die Bildung eines trimeren 
Aktivierungskomplexes ermöglicht wird. Dabei rekrutiert die CAAX-Box im C-Terminus der 
Ras-GTPase Talin an die Zellmembran und löst somit eine Rap1-induzierte 
Integrinaktivierung aus (Lee et al., 2009).  
Weiterhin wurde gezeigt, dass RIAM auch eine Rolle in der Rap1-induzierten Regulation des 
Aktin-Zytoskeletts spielt, indem es mit den Proteinen ENA/VASP und Profilin interagiert. Eine 
Überexpression von RIAM in HEK293- und Jurkat-Zellen verursacht neben einem 
zunehmenden Maß an Zellspreading auch die Ausbildung von Lamellipodien, in denen RIAM 
zudem lokalisiert ist. Ein Knockdown von RIAM bewirkt hingegen einen Defekt in der Aktin-
Polymerisation und einen daraus resultierenden reduzierten Anteil an filamentösem  
(F-)Aktin in der Zelle (Lafuente et al., 2004). Es lässt sich zudem beobachten, dass RIAM vor 
allem an die nicht phosphorylierte Form von VASP bindet. Ein erhöhter Anteil an nicht 




murinen Fibroblasten zu einer Anreicherung von RIAM und VASP in den Fokaladhäsionen 
und einer erhöhten Bindung von Talin an das β1-Integrin. Daraus resultiert sowohl eine 
erhöhte Fluktuationsrate der Fokaladhäsionen als auch eine erhöhte Migrations-
geschwindigkeit der Zellen während die gerichtete Bewegung von Zellen hingegen gestört ist 
(Worth et al., 2010). 
Obwohl RIAM und Lamellipodin nahe miteinander verwandt sind, lassen sich große 
Unterschiede in Bezug auf die Gewebeexpression feststellen. Während Lamellipodin 
hauptsächlich in Fibroblasten und anderen somatischen Zellen gebildet wird, finden sich 
große Mengen an RIAM vor allem in hämatopoetischen Zellen. Auch konnte für Lamellipodin 
keine Interaktion mit Rap1 nachgewiesen werden. In Bezug auf die Spezifität der  
PH-Domäne zeigen sich ebenfalls Unterschiede. So interagiert RIAM mit den Phosphatidyl-
inositolmonophosphaten PI-3-P und PI-4-P während Lamellipodin an Phosphatidyl-
inositolbisphosphate bindet. Nicht zuletzt aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation dieser 
Phospholipide in der Zelle werden unterschiedliche Funktionen für beide Proteine vermutet 
(Krause et al., 2004). 
Bisher gibt es keine Informationen über weitere Isoformen von RIAM und nur ein 
kodierendes Transkript von RIAM (APBB1IP) im Organismus mus musculus ist bekannt 
(Quelle: Datenbank Ensemble; http://www.ensemble.org; 06/2012). Jedoch wurde in 
vorausgegangenen Experimenten zu dieser Arbeit mindestens eine weitere kurze RIAM 
Variante mit einem Molekulargewicht von ca. 55 kDa in murinen Neutrophilen durch Western 
Blot Analyse entdeckt. Das bisher bekannte RIAM Protein (im Weiteren als RIAM Full-length 
bezeichnet) läuft hingegen auf einer Höhe von 110 kDa. 
1.3 Vorarbeiten zu dieser Arbeit 
1.3.1 Der Phänotyp von RIAM-defizienten Mäusen 
Um die tatsächliche Bedeutung von RIAM für Integrinregulation zu verstehen, wurde 
zunächst der Phänotyp von RIAM-defizienten Mäusen untersucht. Diese Mauslinie wurde 
freundlicherweise von Prof. Dr. Frank Gertler (Koch Institute for Integrative Cancer 
Research, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, USA) zur Verfügung gestellt. 
RIAM-defiziente Mäuse sind lebens- und fortpflanzungsfähig und zeigen neben einer 
deutlichen Leukozytose keinen offensichtlichen Phänotyp. Dies erscheint zunächst 
überraschend, da die bereits erwähnten Untersuchungen zur RIAM-vermittelten Aktivierung 
von αIIbβ3-Integrinen zumindest einen Blutungsphänotyp erwarten lassen, ähnlich wie er für 




Die Thrombozyten der RIAM-defizienten Mäuse zeigen jedoch keine Defekte in Bezug auf 
Adhäsion und Aggregation. Dies deutet darauf hin, dass RIAM kein genereller Integrin-
regulator wie Talin ist, jedoch eine Rolle in Leukozyten spielt. Zum Vergleich führt ein Talin-
Knockout bereits während der Gastrulation zum Tod der Mausembryos (Monkley et al., 
2000). 
Während die Thrombozyten der RIAM-defizienten Mäuse keine Defekte aufweisen, zeigen 
jedoch die neutrophilen Granulozyten dieser Tiere einen schweren Adhäsionsdefekt sowie 
ein vermindertes Zellspreading auf mit den β2-Integrin Liganden ICAM-1 und Fibrinogen 
beschichteten Oberflächen. Diese Defekte sind wiederum ähnlich schwerwiegend wie jene, 
die bei Talin-1 oder Kindlin-3-defizienten Neutrophilen beobachtet wurden (Lefort et al., 
2012; Moser et al., 2009). Auch das Zellspreading auf Immunkomplexen ist deutlich 




Abb. 1-3: In vitro Analyse von RIAM- und Talin-defizienten 
neutrophilen Granulozyten. (A) Wildtyp, RIAM -/- und Talin -/- 
Neutrophile exprimieren vergleichbare Mengen an den adhäsions-
relevanten Oberflächenrezeptoren Integrin αM, αL, β2, CD44, PSGL-1 
(B) RIAM- und Talin-defiziente Granulozyten zeigen starke 
Adhäsionsdefekte auf ICAM-1- und Fibrinogen-beschichteten 
Oberflächen. (C) Adhäsion und Zellspreading von RIAM -/- Gra-
nulozyten auf Immunkomplexen sind deutlich reduziert (Sarah 




1.3.2 RIAM Expressionslevel in murinen Zellen 
Zur Vorbereitung auf diese Arbeit wurden außerdem die Expressionsspiegel von RIAM in 
Hoxb8-Zellen untersucht. Hoxb8-Zellen stellen murine Vorläuferzellen dar, die in der Lage 
sind in vitro in granulozyten-ähnliche Zellen zu differenzieren. Sie exprimieren die Östrogen-
Bindedomäne des Östrogenrezeptors fusioniert mit dem N-Terminus des Hoxb8 Proteins. 
Die Anwesenheit von Estradiol führt zur Immortalisierung, während die Zellen bei 
Abwesenheit von Estradiol innerhalb von 4 Tagen zu neutrophilen Granulozyten 
ausdifferenzieren. Dies ermöglicht die Generierung großer Mengen dieser Zellen (Wang et 
al., 2006). 
Ein Vergleich der RIAM Expressionslevel in differenzierten und undifferenzierten Hoxb8-
Zellen zeigt große Unterschiede. Während die Expression von RIAM in den Vorläuferzellen 
nur gering ist, weisen die differenzierten Zellen große Mengen an RIAM auf. Außerdem 
konnten durch Western Blot Analysen in den differenzierten Zellen zwei weitere RIAM 
Banden detektiert werden. Bereits in früheren Studien war die Existenz von mindestens zwei 
RIAM Transkripten in Immunzellen beschrieben worden (Lafuente et al., 2004). Dies führte 
zu der Vermutung, dass es sich hierbei um kurze RIAM Isoformen handelt. Abbildung 1-4 
zeigt das Ergebnis der Western Blot Analyse. 
 
 
Abb. 1-4: RIAM Expression in undifferenzierten und differen-
zierten HoxB8-Zellen. +/- E2 weist auf die Anwesenheit bzw. 
Abwesenheit von Estradiol im Wachstumsmedium hin. 
 
1.3.3 Identifikation von zusätzlichen kurzen RIAM Isoformen 
Um die Existenz und Expression weiterer kürzerer RIAM Varianten zu prüfen, wurden aus 
der augereinigten RNA von murinen Granulozyten und Makrophagen cDNA-Bibliotheken 




Polymerase Chain Reactions (RACE-PCRs) durchgeführt. Hierzu wurde der SMARTer™ 
RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) verwendet (siehe Abschnitt 2.1.5). 
Mithilfe von 3‘-RACE-PCRs lassen sich bei Verwendung von genspezifischen 
Vorwärtsprimern und poly-A-spezifischen Rückwärtsprimern die 3‘-Enden der zuvor in cDNA 
umgeschriebenen mRNAs amplifizieren. Durch zusätzliche Amplifikation der 3-RACE-PCR-
Produkte mit „nested“ Primern kann die Empfindlichkeit weiter gesteigert werden.  
Durch Sequenzierung der 3‘-RACE PCR-Produkte konnten neben der bekannten RIAM  
Full-length-Variante auch zwei weitere kurze RIAM Isoformen identifiziert werden, die im 
Weiteren als RIAM short A und RIAM short B bezeichnet werden. In Abbildung 1-5 wird die 
Exonstruktur der drei RIAM Isoformen verglichen. 
Während der offene Leserahmen von RIAM Full-length die Exons 2-14 enthält, fehlt bei 
beiden kurzen RIAM Varianten der C-terminale Prolin-reiche Teil. RIAM short A endet nach 
18 Aminosäuren, die durch das sich an Exon 11 anschließende Intron kodiert werden. RIAM 
short B endet nach Exon 12. Hier schließen sich 49 weitere Aminosäuren an, die durch das 
auf Exon 12 folgende Intron kodiert werden. 
 
 
Abb. 1-5: Schematische Übersicht der Exonstrukturen der drei in 
murinen Granulozyten identifizierten RIAM Transkripte. Die 
Exons sind der Reihe nach nummeriert (1-14). Die Spleißstellen sind 
durch Klammern angedeutet. Die ausgefüllten Balken markieren den 
Offenen Leserahmen. Die Ras Bindedomäne und die PH domäne 





1.4 Ziele dieser Arbeit 
Basierend auf den vorausgegangenen Untersuchungen, war eine funktionelle 
Charakterisierung der identifizierten kurzen RIAM Isoformen der zentrale Aspekt dieser 
Arbeit. 
In einem ersten Schritt sollte die Existenz von RIAM Trankskripten, die für kurze RIAM 
Isoformen kodieren mittels Reverse Transkriptase (RT) PCRs verifiziert werden. Auch die 
Expressionsmengen von RIAM in unterschiedlichen Gewebearten sollten mit besonderem 
Augenmerk auf kurze Isoformen erneut untersucht werden. Darüber hinaus sollte geklärt 
werden, ob kurze RIAM Varianten auch beim Menschen in neutrophilen Granulozyten 
exprimiert werden. 
Zur Charakterisierung der verschiedenen Varianten waren Experimente zur zellulären 
Lokalisation mittels Fluoreszenzfärbung sowie Untersuchungen zur Bindungsaffinität 
gegenüber Talin, VASP und Profilin mittels Immunopräzipitation vorgesehen. Weitere 
funktionelle Analysen der einzelnen Isoformen hinsichtlich ihrer Rolle bei der 
Integrinaktivierung wurden mittels Durchflusszytometrie durchgeführt. 
In einem letzten Schritt sollte ein hämatopoetisches Modellsystem etabliert werden, das die 
Vorgänge in neutrophilen Granulozyten noch besser widergibt und somit weitere Studien zu 





2. Experimentelle Methoden 
2.1 Molekularbiologische Methoden 
2.1.1 Transformation von Bakterien 
50-500 ng aufgereinigte Plasmid DNA wurde zu einem 50 µL Aliquot mit chemisch 
kompetenten E. Coli Bakterien („XL-1 blue“ Stamm) hinzugegeben. Nach 30-minütiger 
Inkubation auf Eis wurden die Zellen einem ein-minütigen Hitzeschock bei 42 °C unterzogen 
und anschließend sofort für mindestens 2 min auf Eis abgekühlt. 300 µL LB-Medium 
(Bertani, 1951) wurden hinzugefügt, gefolgt von einstündiger Inkubation bei 37 °C. 
Schließlich wurden die Zellen abzentrifugiert (1 min, 10000 rpm, Raumtemperatur), der 
Überstand wurde bis auf ca. 100 µL abgenommen und das Bakterienpellet im verbliebenen 
Überstand resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit einem Plattierspatel gleichmäßig auf 
Agarose-LB Medium verteilt, welches zuvor mit geeigneten Antibiotika als Selektionsmarker 
versetzt wurde. Tabelle 2-1 listet die als Selektionsmarker verwendeten Antibiotika auf. 
Tabelle 2-1: Selektionsmarker für das bakterielle Wachstum. 
Name 





2.1.2 Aufreinigung von Plasmid DNA 
Um nach erfolgter Transformation die Plasmid-DNA aus einer Einzelkolonie zu ampflifizieren 
und isolieren, wurde die Kolonie mit einer Pipettenspitze vom Agarose-LB-Medium 
abgenommen, in 4 mL frisches LB-Medium mit dem geeigneten Antibiotikum überführt und 
ca. 16 h bei 37 °C unter ständigem Schütteln expandiert. Zur Isolation der Plasmid DNA 
wurde der QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) entsprechend den Herstellerangaben 
verwendet. Die aufgereinigte DNA wurde schließlich mithilfe des NanoDrop quantifiziert und 




2.1.3 Klonierung von rekombinanten DNA Vektoren 
Polymerase-Kettenreaktionen (PCRs) zur Ampflifikation von DNA-Segmenten wurden unter 
Verwendung der Advantage II Polymerase (Clontech) oder der Pfu Polymerase (Agilent) 
entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Diese beiden Polymerasen besitzen 
aufgrund ihrer 3'→5'-Exonuklease-Aktivität eine Fehlerkorrektur-Funktion und verursachen 
hierdurch eine sehr niedrige Fehlerrate bei der Amplifikation. Auch die jeweiligen PCR-
Programme wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Anzahl der Zyklen wurde 
jedoch in einem Bereich von 25 bis 35 Zyklen den Anforderungen angepasst. Gen-
spezifische Primer wurden durch die Firma Eurofins generiert. Die PCR Produkte wurden 
mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert und unter Verwendung des QIAquick Gel 
Extration Kit (Qiagen) gemäß den Herstellerangaben aufgereinigt. Der Einsatz von 
Restriktionsendonukleasen (NEB) zum enzymatischen Verdau von DNA erfolgte ebenfalls 
nach Herstellerangaben. 
Zur Ligation von DNA Fragmenten wurde der Fast-Link DNA Ligation Kit (Biozym) 
verwendet. Um einer eventuellen Selbstligation vorzubeugen und somit die Effizienz der 
Ligationsreaktion zu erhöhen, wurden alle linearisierten Vektoren zuvor mit dem Enzym 
Antarctic Phosphatase (NEB) verdaut. 
In Tabelle 2-2 werden die einzelnen Plasmide aufgelistet, die für diese Arbeit generiert und in 






Tabelle 2-2: Liste der für diese Arbeit erzeugten Plasmide. 
Nummer Konstrukt Vektor Kommentar 
#1 RIAM Full-length 
pEGFP-N1 
Überexpression des jeweiligen RIAM-
Konstruktes in mit C-terminalem 
EGFP-Tag in Säugetierzellen 
#2 RIAM short A 
#3 RIAM short B 
#4 RIAM FL ΔN-Terminus 
#5 RIAM short A ΔN-Terminus 
#6 RIAM FL ΔExon12 
#7 EGFP 
FUVal 
HIV-basierte lentivirale stabile 
Expression des jeweiligen EGFP-
fusionierten RIAM-Konstruktes 
#8 RIAM Full-length – EGFP 
#9 RIAM short A – EGFP 
#10 RIAM short B - EGFP 
#11 RIAM 1-43 
p3xFLAG 
cmv14 
Überexpression des jeweiligen RIAM-
Konstruktes mit C-terminalem Flag-
Tag in Säugetierzellen 
#12 RIAM 1-79 
#13 RIAM 1-314 
#14 RIAM 1-424 
#15 RIAM 44-314 
#16 RIAM Full-length 
 
2.1.4 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
Nachdem dieser Arbeit vorangegangene Experimente bereits einen Hinweis auf die Existenz 
einer weiteren kurzen RIAM Variante gaben, wurde mittels Reverse-Transkriptase 
Polymerase-Kettenreaktion (RT PCR) die Existenz von weiteren RIAM Transkripten 
überprüft. Diese Methode erlaubt, mithilfe von genspezifischen Primern die Amplifikation von 
ausgewählten Transkripten aus cDNA-Bibliotheken, die durch das Enzym Reverse 
Transkriptase aus aufgereinigter RNA erzeugt wurden. 
Die Aufreinigung der RNA aus unterschiedlichen Primärzellen und Zelllinien erfolgte durch 
den RNeasy Mini Kit (Qiagen). Die Erzeugung von cDNA-Bibliotheken wurde mithilfe des 
SMARTer RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) unter Einsatz von 1 µg aufgereinigter 
RNA realisiert (siehe Abschnitt 2.1.5). Ausgehend von 2.5 µL der erhaltenen cDNAs wurden 
die gewünschten DNA-Segmente mit der  Advantage II Polymerase (Clontech) ampflifiziert.  
Hierzu wurden Primer entworfen, die spezifisch einen möglichst großen Teil des offenen 




Vorwärtsprimer verwendet und ein jeweils verschiedener spezifischer Rückwärtsprimer. Als 
Kontrolle wurden ebenfalls Primer für ein kurzes Gensegment der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) generiert. 
Tabelle 2-3 listet die verwendeten Primer auf. Abbildung 2-1 verdeutlicht die Lage der Primer 
im offenen Leserahmen der RIAM Varianten. 
 
Tabelle 2-3: Sequenzen der für die RT-PCR verwendeten Primer. 
 Sequenz (5‘→3‘) 
mRIAM Vorwärtsprimer TGAAGACATAGACCAGATGTTCAGCAC 
mRIAM Full-length Rückwärtsprimer ACAGGTGTCTGAAGACCGTCTTACTGG 
mRIAM shortA Rückwärtsprimer AGTTAACAAGCTTCTTGGCTGGCCCAA 







Abb. 2-1: Lage der Primer (gelb markiert) für die RT-PCRs. Die 
grau markierte DNA-Sequenz ist Bestandteil des offenen 
Leserahmens aller RIAM Varianten. Sie wird nur für RIAM short A 
gezeigt. Für RIAM short B und RIAM Full-length sind jew. nur die 
daran anschließenden spezifischen Bereiche dargestellt. Die Lage 
der Exons wird durch Groß-/Kleinbuchstaben skizziert. 
RIAM short A 
          10        20        30        40        50        60        70        80        90 
      *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *  
 atgggtgaatcaaatgaagacatagaccagatgttcagcactttactgggggagatggatctcttgacccagAGTTTAGGAGTGGACACTCTTCCTC 
           (Vorwärtsprimer für alle Varianten) 
 
  100       110       120       130       140       150       160       170       180       190 





    1170      1180      1190      1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260 
 *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    * 
 CATCCTCAAATTCAGAAGGAATCTCAATATATCAAGTATCTCTGCTGTGATGACGCAAGAACTCTCAGTCAATGGGTAATGGGAATAAGGATCGCCA  
 
       1270      1280      1290      1300      1310      1320 
    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    * 
 AGGTGAGTATGTGCTCACCTTCATGTGTTCTTGGGCCAGCCAAGAAGCTTGTTAACTAA 
                              (Rückwärtsptimer RIAM short A) 
RIAM short B 
     1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350      1360 
  *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    * 
 tatgggaagactctctatgataactatcagcgggctgtggcaagagctggacttgcctctcggtggacaaacctggggactgttggtacaccgatgc 
 
        1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440      1450 
     *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *   
 cagctcagccttctacagGTAAAAGCAGAGAAAACACTCATGTTCACACATCAACAAAACCGGAGCCTAGCTCCAGTCTCCAGGTTACACCCAAACA 
 
 1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520       
   *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *   
 AGACCAGTGTCTCCAAGTCATTCCTCCAACAAACCTGCACCCCCAGGTTACAAGCCCTCCCCCTGCCTAA 
                         (Rückwärtsprimer RIAM short B) 
RIAM Full-length 
     1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      1340      1350      1360 
  *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    * 
 tatgggaagactctctatgataactatcagcgggctgtggcaagagctggacttgcctctcggtggacaaacctggggactgttggtacaccgatgc 
 
        1370      1380      1390      1400      1410      1420      1430      1440      1450 
     *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    
 cagctcagccttctacagTTTCCTCAGGACTTAAAACAGGCACCAGCCAGCCCAATGGTCAGATGCCCCAGGCCATCCCTTCTGCAGGTCCTCCTCT 
 
 1460      1470      1480      1490      1500      1510      1520      1530      1540      1550 
   *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *     
 GCAAGAGGCCCAGACACAAATTGAAACGACTAAGGATGAAAAGCAAGGCTTGGGTAACCATTCCCCAGGAGCAACCAGGGAGAACCACCGTCCTAAG 
 
    1560      1570      1580      1590      1600      1610      1620      1630      1640      1650 
 *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *   
 TCCAGCCTGCCACCGCCACCCCCTCCAGTAAGACGGTCTTCAGACACCTGTGGCAGCCCCGCCTTGCCATCCAAGGTCAAGGGCCCTGGCACCTGCA 
                      (Rückwärtsprimer RIAM Full-length) 
 
       1660      1670      1680      1690      1700      1710      1720      1730      1740 
    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *     
 CCTTCCCCCACCCGCCGGAGAACTTCCTGCCACCTCCACCGCCCCCACCGCCTGAGGAGGACAACAGCGGGCTACTCCCGCCACCCCCGCCCCCGCC 
 
1750      1760      1770      1780      1790      1800      1810      1820      1830      1840 
  *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    * 
 CTACCTGGAGGAGCCACCAGACTTCGTGCCACCACCCCCACCGCCTGCAGCTGTTGAAGACTCTGCATTGCCACCCCCGCCACCACCCCCGCCCTGT 
 
   1850      1860      1870      1880      1890      1900      1910      1920      1930      1940 
     *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    
 CTCTCCCAGGAGATAACTAAGTCATCTCCGTTGCCCCCCAAAAAGCCCCTAGTCCCCCCCAAGAGGCAAGAGAACCAAGGACTCCCCGGTGCACCAG 
 
      1950      1960      1970      1980      1990      2000      2010 





2.1.5 Rapid Amplification cDNA Ends (RACE-PCRs) 
Zur Identifikation von verkürzten RIAM Transkripten in humanen Granulozyten wurden  
3‘-RACE-PCRs mit Hilfe des SMARTer RACE cDNA Ampflification Kit (Clontech) 
durchgeführt. 
Hierzu wurde zunächst die RNA aus humanen Granulozyten isoliert (RNeasy Mini Kit; 
Qiagen) und aus 1 µg der aufgereinigten RNA durch Reverse Transkription eine cDNA 
Bibliothek generiert. Schließlich wurde die cDNA Bibliothek mit 100 µL Tricine-EDTA Buffer 
(Clontech) auf ein Volumen von 110 µL verdünnt. 
Es wurden drei genspezifische Vorwärtsprimer mit unterschiedlicher Lage im offenen 
Leserahmen des humanen RIAM Transkripts entworfen und in Kombination mit dem 
Universal Primer Mix (UPM, Clontech) eingesetzt, das Rückwärtsprimer enthält, die an das 
polyadenylierte 3‘-Ende der mRNA Sequenz binden. Tabelle 2-4 listet die verwendeten 
Vorwärtsprimer auf. In Abbildung 2-2 ist das Prinzip der 3‘-RACE PCR schematisch 
dargestellt. 
Zur Amplifikation der 3'-Enden von RIAM Transkripten ausgehend von der cDNA-Bibliothek 
wurde der Advantage 2 PCR Kit (Clontech) verwendet. Gemäß den Herstellerangaben 
erfolgte der Einsatz von 2.5 µL der cDNAs für je eine Reaktion. Auch das PCR-Programm 
und der Einsatz der Primer erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Im Anschluss an das erste 
PCR Programm wurden 5 µL des PCR Produkts mit 245 µL Tricine-EDTA Buffer (Clontech) 
verdünnt. 5 µL des verdünnten PCR Produkts wurden schließlich für ein zweites PCR-
Programm mit „nested Primern“ verwendet. 
Tabelle 2-4: Sequenzen der für die 3‘-RACE-PCR verwendeten 
genspezifischen Primer (GSP). 
 Sequenz (5‘→3‘) Lage 
GSP1 TGAGGCTGAGCAGAGGACAATCCAGG Exon 4 
nested GSP1 AGGCACAGAAAGAGTCCTTGCAGAATC Exon 4 
GSP2 TCAGGAAGAGGAAGAAGCCCAAGCCAAG Exon 5 
nested GSP2 AGGCTGATAAAATTAAGCTGGCGCTGG Exon 5 
GSP3 ACCTAAAACAGGCACCACCCAGCC Exon 13 
nested GSP3 AGCCCAATGGACAGATTCCCCAGGCT Exon 13 
 
Die PCR Produkte der „nested PCR“ wurden gel-extrahiert (QIAquick Gel Extration Kit; 








Abb. 2-2: Prinzip der 3‘-RACE PCR (Benutzerhandbuch; Clontech) 
 
2.1.6 Western Blot Analyse 
Zur Auftrennung von Proteinen durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde ein 10%-iges Trenngel mit einem 5%-igen Sammelgel 
und den Apparaturen von Bio-Rad verwendet (Laemmli, 1970). Die Proben wurden mit  
4x Laemmli Puffer versetzt und 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Die Auftrennung erfolgte bei 
einem Stromfluss von 30 mA für ca.1 Stunde. 
Die aufgetrennten Proteine wurden anschließend im Nassverfahren auf eine PVDF-Membran 
(Millipore Immobilon-P) übertragen. Hierfür diente ebenfalls eine Apparatur von Bio-Rad. Die 
Übertragung erfolgte bei 4°C bei einer Spannung von 120 V für 2 Stunden bzw. durch eine 
Spannung von 40 V über Nacht. 
Zur Reduktion unspezifischer Antikörperbindung wurde die Membran im Anschluss für 1 h 




0.05 % Tween20) bei Raumtemperatur behandelt. Die Inkubation mit dem protein-
spezifischen Antikörper erfolgte ebenfalls bei Raumtemperatur für 2 Stunden auf einem 
mechanischen Schwenkgerät. Nach dreimaligem Waschen für 10 Minuten mit TBS-T folgte 
die Inkubation mit dem Meerrettich-Peroxidase-(HRP)-konjugierten sekundären Antikörper 
für 1 Stunde bei Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen wurden die Ergebnisse durch 
ein Immobilon Western HRP Substrat und einen Fujifilm LAS-3000 Imager visualisiert. 
Folgende Antikörper wurden für Western Blots verwendet (Verdünnung in Klammern):  
rabbit anti-RIAM (Abcam ab92537; 1:1000), mouse anti-GAPDH (1:10000),  
mouse anti-Talin (Sigma; 1:10000), rabbit anti-VASP (Cell Signalling Technologies, 1:1000), 
rabbit anti-Profilin (Anja Lambrecht, 1:500), mouse anti-EGFP (Alicja Baskaya, Zellüberstand 
unverdünnt) , goat anti-mouse IgG und mouse anti-rabbit IgG (Jackson Laboratories, beide 
HRP-konjugiert; 1:20000). 
2.2 Zellbiologische Methoden 
2.2.1 Isolation von neutrophilen Granulozyten aus Knochenmark von Mäusen 
Die Mäuse wurden durch zervikale Dislokation getötet, die Knochen Tibia und Femur aus 
den toten Tieren entnommen und kurz mit 70 % (v/v) Ethanol desinfiziert. Mit einer Schere 
wurden anschließend die Knochenenden abgetrennt, das Knochenmark unter Verwendung 
einer Kanüle mit FACS Puffer (2 mM EDTA, 1 % (v/v) FCS in PBS) durch einen 70 µm Filter 
gespült und in einem 50 mL Falcon aufgefangen. 
Nach erfolgter Zentrifugation (1,250 rpm; 5 Min; 4 °C) wurden die Knochemarkzellen von 
jeweils einer Maus in ca. 1 mL FACS Puffer  (zusätzlich versetzt mit 5 µL des  
anti-mouse-Ly-6G (Gr-1) Antikörper (Jackson Laboratory) resuspendiert. Nach einer 
Inkubationszeit von 20 Minuten auf Eis wurden die Zellen erneut abzentrifugiert (1,250 rpm, 
5 Min, 4 °C) und in 1-2 mL FACS Puffer aufgenommen. Die Isolation der Granulozyten 
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. 
2.2.2 Differenzierung von HoxB8 Zellen 
Die Vorläuferzellen wurden im Medium OptiMem (Gibco) kultiviert, welches zusätzlich mit 
10% FCS (Gibco), 1% Penicillin-Streptomycin (Gibco), 10 ng/mL Stammzellfaktor (SCF),  
30 µM β-Mercaptoethanol und 1 µM β-Estradiol versetzt wurde. 
Zur Differenzierung wurden 5 x 106 Zellen abzentrifugiert (1,000 rpm, 5 Min, 
Raumtemperatur) und in 10 mL PBS aufgenommen, das 10 % FCS und 5 ng/mL SCF 




β-Estradiol aufgenommen und mit einer Dichte von 1 x 105 Zellen/mL in Six-Well Platten  
(BD Falcon) kultiviert (37°C, 5 % CO2). 
Nach 3 Tagen wurde das Medium gewechselt. An Tag 4 wurden die Zellen abzentrifugiert 
und in einem angemessenen Volumen Lysepuffer (siehe 2.2.3) lysiert. 
2.2.3 Zelllyse 
Die Zelllyse erfolgte durch Resuspension eines Zellpellets in einem angemessenen Volumen 
(ca. 1 mL für 10 Mio Zellen) an Lysepuffer (50 mM Tris.HCl, pH 7.4 and 150 mM NaCl,  
1 % (v/v) Triton X100), dem zuvor die Phosphatase Inhibitor Cocktails 1 und 3 (SIGMA; 
Verdünnung jew. 1:100) sowie der Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche; 
1 Tablette / 10 mL) zugesetzt wurden und anschließender 10-minütiger Inkubation auf Eis. 
Nach einer Zentrifugation (13,000 rpm; 10 Min 4 °C) wurde die Proteinkonzentration des 
Überstandes mit dem Pierce BCA Protein Assay bestimmt. 
2.2.4 EGFP-Immunopräzipitation von RIAM-EGFP Fusionsproteinen 
Am ersten Tag wurden für jeden Versuch 5 Millionen Zellen der Chinese-Hamster-Ovaries-
Zelllinie (CHO-Zellen) in einer 10-cm Zellkulturschale kultiviert. Als Medium wurden pro 
Schale 12 mL DMEM GlutaMAX (Gibco) verwendet, dem vorher 10 % FCS (Gibco),  
1% Penicillin-Streptromycin (Gibco) und 1% Non-Essential-Amino-Acids (Gibco) zugesetzt 
wurden. 
Am darauffolgenden Tag erfolgte die Transfektion der CHO-Zellen mit verschiedenen RIAM-
Expressionsvektoren (siehe 2.1.3) zur rekombinanten Expression von RIAM-EGFP-
Fusionsproteinen. Hierzu diente das Reagenz Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Zunächst 
wurde das Medium der Zellen durch 12 mL DMEM GlutaMAX (Gibco) ohne Zusätze ersetzt. 
Anschließend erfolgte die Herstellung des Transfektionsreagenzes. Hierzu wurden  
60 µL Lipofectamine 2000 in 1.5 mL OptiMEM I Reduced Serum Medium (Gibco) verdünnt 
und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Vereinigung dieser 
Lösung mit weiteren 1,5 mL OptiMEM, denen zuvor 24 µg Plasmid-DNA zugesetzt wurden. 
Nach 20-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde diese Mischung tropfenweise zu 
den Zellen gegeben. 4 h später wurde das zusatzfreie Medium wieder durch das eigentliche 
Wachstumsmedium (siehe oben) ersetzt. 
Am darauffolgenden Tag wurde die rekombinante Überexpression der Fusionsproteine mit 
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops überprüft. Das Medium wurde zunächst komplett 
abgesaugt, die Zellen mit 10 mL eiskaltem PBS gewaschen und in 1 mL Lysepuffer  




Phosphatase Inhibitor Cocktails 1 und 3 (SIGMA; Verdünnung jew. 1:100) sowie der 
Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche; 1 Tablette / 10 mL) zugesetzt 
wurden. Anschließend wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der Oberfläche gelöst, 
die Suspension mit einer Pipette gut durchmischt und in ein 1.5 mL Eppendorf 
Reaktionsgefäß überführt. Die Lyse und Proteinbestimmung erfolgten nach obigem Protokoll 
(siehe Abschnitt 2.2.3). 
Zur IP wurde das µMacs GFP Isolation Kit (Milteny Biotec) laut Herstellerangaben 
verwendet. Für jede IP wurden 2 mg Zelllysat mit Lysepuffer auf ein Volumen von 1 mL 
verdünnt, mit 50 µL Anti-GFP Microbeads versetzt und in einem 1.5 mL Eppendorf-Röhrchen 
für 30 min bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Die µMACS Columns wurden in den 
µMACS Separator eingesetzt, mit 200 µL Lysepuffer equilibriert und anschließend mit den 
Proben beladen. Es folgten drei Waschschritte mit jeweils 200 µL Lysepuffer und ein 
abschließender Waschschritt mit 100 µL µMACS Wash Buffer 2. Zur Elution wurden jeweils 
20 µL µMACS Elution Buffer auf 95 °C erhitzt und auf die Trennsäulen geladen. Nach  
5-minütiger Inkubation wurden weitere 50 µL des heißen Elutionspuffers hinzugegeben und 
die Eluate in einem 1.5 mL Eppendor-Röhrchen aufgefangen. Die Proben wurden, wie auch 
jeweils ein Aliquot mit 40 µg der eingesetzten Lysate, mit einem SDS-Gel aufgetrennt und 
mittels Western Blotting (siehe 2.1.6) analysiert. 
2.2.5 Immunfluoreszenzmikroskopie zur Bestimmung der zellulären Lokalisation 
Zur Bestimmung der zellulären Lokalisation der verschiedenen RIAM Varianten wurden CHO 
Zellen mit den verschiedenen RIAM-EGFP Vektoren transfiziert. Für die Transfektion in einer 
24-Well-Platte wurden jeweils 0.1 Mio Zellen in 0.5 mL Medium über Nacht kultiviert. Für das 
Transfektionsreagenz wurden jeweils 2 µL Lipofectamine 2000 und je Plasmid 0.8 µg DNA 
verwendet. Vor der Kultivierung der Zellen wurden in die Löcher der 24-Well-Platte runde 
Deckgläschen gelegt, die zuvor mit Ethanol desinfiziert und abgeflammt wurden. 
Nachdem die rekombinante Expression der Fusionsproteine am Fluoreszenzmikroskop 
überprüft wurde, erfolgte die Fixierung der Zellen durch Inkubation mit einer frisch 
zubereiteten Lösung von 4% (w/v) Paraformaldehyd in PBS für 10 min auf Eis. Im Anschluss 
wurden die Zellen für 15 Min auf Eis in einer 0.2% Triton X-100-Lösung in PBS 
permeabilisiert. Zur Reduktion von unspezifischer Bindung folgte die Inkubation mit einer 
3%-igen BSA-Lösung in PBS für 1 h auf Eis. Anschließend wurden die Zellen in folgender 
Reihenfolge mit den verschiedenen Fluorophoren/Antikörpern inkubiert: 1. Vinculin (Sigma; 
1:1000) für 2 h, 2. Alexa Fluor 647 Phalloidin (Invitrogen; 1:100) und α-mouse-Cy3 
Antikörper (Jackson Laboratory; 1:1000) für 1 h. Zwischen jedem Inkubationsschritt wurden 




0.1 µg/mL 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in PBS hinzugegeben und erneut 3-mal mit 
PBS gewaschen. 
Schließlich wurden die runden Deckgläschen mit einer Pinzette aus der 24-Well-Platte 
entnommen und mit einem Tropfen des Eindeckelmediums Elvanol auf einem Objektträger 
befestigt. Nachdem das Elvanol getrocknet war, erfolgten am darauffolgenden Tag die 
Aufnahmen an einem Leica SP5 Konfokalmikroskop. 
2.2.6 Pac-1 Assay zur Bestimmung der Menge an aktivem Integrin 
Zur Bestimmung der Menge an aktivem Integrin αIIbβ3 auf der Zelloberfläche wurde ein 
durchflusszytometrisches Verfahren gewählt. Hierzu wurde der Pac-1-Antikörper (B&D) 
verwendet, der ausschließlich die aktive Konformation des Integrins erkennt. Tabelle 2-5 gibt 
einen Überblick über die hierzu verwendeten Pufferlösungen. Als Negativkontrolle dient der 
EDTA-haltige Puffer NEG. Das Experiment wurde parallel mit beiden Pufferlösungen 
durchgeführt. 
Tabelle 2-5: Zusammensetzung der Puffer für den Pac-1 Assay. 







HEPES 5 mM 5 mM 
NaCl 8.00% 8.00% 
KCl 0.20% 0.20% 
NaHCO3 1.00% 1.00% 
NaH2PO4 0.05% 0.05% 
Glukose 1.00% 1.00% 
BSA 0.36% 0.36% 
CaCl2 0.20% - 
MgCl2 0.10% - 
EDTA - 5 mM 
 
Eine CHO-Zelllinie, die das Integrin αIIbβ3 stabil exprimiert (Tadokoro et al., 2003) wurde, wie 
in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, mit verschiedenen RIAM-EGFP Vektoren transfiziert. 
Zusätzlich erfolgte eine Cotransfektion der RIAM-EGFP Vektoren mit einem Vektor, der zur 
Expression der Talin-Kopfdomäne (fusioniert an den Fluorophor mCherry) führt. Für die 
Transfektion in einer Six-Well-Platte wurden jeweils 0.5 Mio Zellen in 2 mL Medium kultiviert. 





Am Tag nach der Transfektion wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und 
anschließend durch Inkubation für 5 min bei 37 °C mit 0.5 mL Trypsin Lösung (Gibco) in 
Suspension gebracht. Die Enzymreaktion wurde anschließend durch Zugabe von 5 mL 
Wachstumsmedium gestoppt, die Zellen abzentrifugiert (1.250 rpm, 5 Min, Raumtemperatur), 
in 600 µL einer 1:1 Mischung aus PBS mit dem Puffer TYR aufgenommen und diese auf  
2 Löcher einer 96-Well-Platte mit Rundboden verteilt. Nach erneuter Zentrifugation wurden 
die Zellpellets in der Pac-1-Antikörperlösung resuspendiert (1:50 Verdünnung des 
Antikörpers in 50 µL Puffer TYR bzw. Puffer NEG), für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert 
und anschließend mit PBS auf 250 µL aufgefüllt. Anschließend erfolgte nach dem gleichen 
Prinzip die Inkubation mit der anti-IgM-Biotin-Antikörper-Lösung (1:200 Verdünnung des 
Antikörpers in 100µL des jeweiligen Puffers) und schließlich mit der Streptavidin-Cy5-Lösung 
(1:200 Verdünnung in 100µL des jeweiligen Puffers). 
Die Zellen wurden in 300 µL einer 1:1 Mischung aus PBS und dem Puffer TYR bzw. NEG 
aufgenommen und mittels Durchflusszytometrie untersucht. 
2.2.7 Lentivirale Infektion von K562-Zellen 
Die HIV-basierte lentivirale Infektion der K562-Zellen fand unter den Sicherheitsbedingungen 
der Biologischen Schutzstufe S2 statt. Die Arbeiten wurden unter Verwendung der für diesen 
Versuch erzeugten Plasmide ##7-10 (siehe Abschnitt 2.1.3) von Frau Hildegard Reiter 
durchgeführt. Die EGFP-positive Zellpopulation wurde schließlich durch Fluorescence 
activated cell sorting (FACS) isoliert und in RPMI 1640 Medium (Gibco) kultiviert, dem zuvor 
10 % FCS (Gibco), 1% Penicillin-Streptromycin (Gibco) und 1% L-Glutamin 200 mM Solution 






3.1 RIAM Expression in verschiedenen Gewebearten 
Zu Beginn dieser Arbeit wurde die Expression von endogenem RIAM in unterschiedlichen 
Zelltypen bzw. Gewebearten mit Western Blot Analyse untersucht. Da dieser Arbeit 
vorangegangene Experimente bereits auf die Existenz von zusätzlichen kurzen RIAM 
Isoformen hindeuten und mittels 3‘-RACE PCR zwei weitere RIAM Transkripte in 
Granulozyten und Makrophagen identifiziert wurden, lag das Augenmerk bei diesem 
Experiment besonders darauf, erste Hinweise auf eine möglicherweise zelltypspezifische 
Expression von kurzen RIAM Isoformen zu erhalten. 
 
 
Abb. 3-1: Western Blot Analyse der Expression von endogenem 
RIAM in unterschiedlichen Gewebearten (mus musculus). Die 
Beschriftung oben gibt die für die Analyse verwendeten 
Zelltypen/Gewebearten wider. Rechts sind die Proteine aufgelistet, 
die mit jeweiligen Antikörpern detektiert wurden. Für die Ladekontrolle 
wurden jeweils 40 µg Zelllysat eingesetzt. 
 
Wie in Abbildung 3-1 zu sehen ist, lässt sich in neutrophilen Granulozyten, Makrophagen, 
dentritischen Zellen, T-Zellen und in Zellen des Cortex die Expression von kurzen RIAM 
Varianten vermuten. Deutlich sind zum Teil mehrere kurze Banden unterhalb der Bande von 
RIAM Full-length zu erkennen. In Thrombozyten hingegen, die in RIAM-defizienten Mäusen 
keinen Phänotyp aufweisen, wie auch im Skelettmuskel und im Lungengewebe finden sich 




3.2 Verifikation der Existenz von unterschiedlichen RIAM Transkripten 
Die bisherigen Western Blot Analysen legen nahe, dass es neben der bekannten RIAM  
Full-length Variante weitere kurze RIAM Isoformen gibt. Auch wurde in den Vorarbeiten zu 
dieser Masterarbeit mit Hilfe von 3`-RACE-PCRs gezeigt, dass verschiedene RIAM 
Transkripte mit unterschiedlichen 3´-Enden in murinen Granulozyten und Makrophagen 
existieren. Um die Existenz dieser RIAM Transkripte in Granulozyten zu verifizieren, wurde 
mittels RT-PCR untersucht, ob sich, ausgehend von einer cDNA Bibliothek, die durch 
Reverse Transkription aus aufgereinigter RNA von Granulozyten generiert wurde, jeweils der 
komplette offene Leserahmen der RIAM Transkripte amplifizieren lässt. In allen Fällen wurde 
hierzu der gleiche Vorwärtsprimer verwendet. Die Rückwärtsprimer waren hingegen 
spezifisch für das jeweilige RIAM Transkript. Als Positivkontrollen dienten die RIAM-EGFP 
Vektorplasmide aller drei Varianten. Für eine PCR wurden jeweils 50 ng dieser Plasmide 
eingesetzt. 
Abbildung 3-2 zeigt die Ergebnisse der RT-PCRs. Während RIAM short B in neutrophilen 
Granulozyten nicht zu amplifizieren war, ist im Falle von RIAM short A eine deutliche DNA-
Bande im Bereich von 1300 Basenpaaren (Bp) zu erkennen. RIAM Full-length ließ sich 
ebenfalls amplifizieren. Die starke Bande findet man auf einer Höhe von ca.  
1600 Basenpaaren. Die Ampflifikation der RIAM Varianten, ausgehend von den 
Vektorplasmiden, führte zu deutlichen und vergleichbar starken Banden in erwarteter Höhe 
(RIAM short A: 1300 Bp; RIAM short B: 1500 Bp; RIAM FL: 1600 Bp) 
 
  
Abb. 3-2: RT-PCR mit spezifischen Primern für jede RIAM 
Variante (2%-iges Agarosegel). Als Positivkontrolle dient der 





3.3 RIAM Varianten in humanen neutrophilen Granulozyten 
Nach den Untersuchungen über murine RIAM Varianten stellte sich die Frage, ob auch in 
humanen neutrophilen Granulozyten kurze RIAM Isoformen existieren. Wie zuvor bei den 
murinen Granulozyten wurden hierzu 3‘-RACE PCRs durchgeführt. Es wurden ebenfalls 
jeweils 3 unterschiedliche genspezifische Vorwärtsprimer (GSP) generiert, die in 
Kombination mit einem polyA-spezifischen Universellen Primer Mix (Clontech) die 
Amplifikation der RIAM mRNA-Sequenzen aus einer cDNA Bibliothek erlaubten. Zusätzlich 
kamen „nested Primer“ zum Einsatz, die eine weitere Amplifikation der PCR-Produkte 
ermöglichten. 
Im Falle der „nested PCR“ waren diskrete Banden vor allem bei Verwendung der Primer 
nGSP1 und nGSP2 zu erkennen. Im Wesentlichen handelte es sich hierbei um jeweils eine 
höhere Doppelbande (*), die je nach Primer immer etwas unterhalb der Marke von  
1600 Basenpaaren zu identifizieren war und um eine niedrigere Bande (#) im Bereich 
zwischen 400-600 Basenpaaren. Abbildung 3-3 zeigt ein Agarosegel mit dem die einzelnen 
PCR-Produkte aufgetrennt wurden. 
 
  
Abb. 3-3: 3‘-RACE PCR unter Einsatz von cDNA aus humanen 
neutrophilen Granulozyten (2%-iges Agarosegel). Es kamen 3 
unterschiedliche gen-spezifische Primer (GSP) zum Einsatz. Als 
Negativkontrolle diente das Universelle Primer Mix (UPM) ohne GSP. 










Durch Sequenzierung konnten die einzelnen Banden weiter charakterisiert werden. Auch in 
humanen neutrophilen Granulozyten ließ sich neben der RIAM Full-length Variante auf diese 
Weise eine weitere kurze Isoform identifizieren. Der offene Leserahmen dieser kurzen 
humanen Isoform unterscheidet sich jedoch von den in murinen Zellen identifizierten 
Varianten. Im Gegensatz zu den murinen Isoformen endet die kurze humane Variante 
bereits nach Exon 8 noch vor der PH-Domäne. Somit weist sie die kürzeste Sequenz aller 




Abb. 3-4: Vergleich der unterschiedlichen humanen und murinen 
RIAM Isoformen. Die Lage der bisher bekannten Proteindomänen ist 
farblich hervorgehoben. Die Exons sind schematisch dargestellt. 
 







Abb. 3-5: Offener Leserahmen und Peptidsequenz der kurzen 
humanen RIAM Isoform. Die Lage der Exone ist unterhalb der 
Peptidsequenz angedeutet. Die Ras-Bindedomäne ist mit gelber 
Farbe unterlegt. 
 
          10        20        30        40        50        60        70        80        90        
     *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    
ATGGGTGAGTCAAGTGAAGACATAGACCAAATGTTCAGCACTTTGCTGGGAGAGATGGATCTTCTGACTCAGAGTTTAGGAGTTGACACTCTCCCTCCT 
M  G  E  S  S  E  D  I  D  Q  M  F  S  T  L  L  G  E  M  D  L  L  T  Q  S  L  G  V  D  T  L  P  P   
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 
Exon1                                  Exon2                            Exon3 
 
100       110       120       130       140       150       160       170       180       190       
 *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *   
CCTGACCCTAATCCACCCAGAGCTGAATTTAACTACAGTGTGGGGTTTAAAGATTTAAATGAGTCCTTAAATGCACTGGAAGACCAAGATTTAGATGCT 
P  D  P  N  P  P  R  A  E  F  N  Y  S  V  G  F  K  D  L  N  E  S  L  N  A  L  E  D  Q  D  L  D  A   
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 
Exon3                                                          Exon4 
 
 200       210       220       230       240       250       260       270       280       290      
  *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *  
CTCATGGCAGATCTGGTAGCAGACATAAGTGAGGCTGAGCAGAGGACAATCCAGGCACAGAAAGAGTCCTTGCAGAATCAACATCATTCAGCATCTCTA 




  300       310       320       330       340       350       360       370       380       390     
   *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    * 
CAAGCATCAATTTTCAGTGGTGCAGCCTCTCTTGGTTATGGAACAAATGTTGCTGCCACTGGTATCAGCCAATATGAGGATGACTTACCACCTCCACCA 




   400       410       420       430       440       450       460       470       480       490    
    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *     
GCCGATCCTGTGTTAGACCTTCCACTGCCACCACCACCTCCTGAACCTCTCTCTCAGGAAGAGGAAGAAGCCCAAGCCAAGGCTGATAAAATTAAGCTG 
A  D  P  V  L  D  L  P  L  P  P  P  P  P  E  P  L  S  Q  E  E  E  E  A  Q  A  K  A  D  K  I  K  L   
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 
                                                         Exon5 
 
    500       510       520       530       540       550       560       570       580       590   
*    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    
GCGCTGGAAAAACTGAAGGAGGCCAAGGTTAAGAAGCTCGTCGTCAAGGTGCACATGAATGATAACAGCACAAAGTCACTGATGGTGGATGAGCGGCAG 
A  L  E  K  L  K  E  A  K  V  K  K  L  V  V  K  V  H  M  N  D  N  S  T  K  S  L  M  V  D  E  R  Q   
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 
                                    Exon6 
 
    600       610       620       630       640       650       660       670       680       690   
*    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    
CTGGCCCGAGATGTTCTGGACAACCTTTTCGAGAAAACTCATTGTGACTGCAATGTAGACTGGTGTCTTTATGAAATCTACCCGGAACTACAAATTGAG 
L  A  R  D  V  L  D  N  L  F  E  K  T  H  C  D  C  N  V  D  W  C  L  Y  E  I  Y  P  E  L  Q  I  E   
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>   
 
 
     700       710       720       730       740       750       760       770       780       790  
 *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *   
AGGTTTTTTGAAGACCATGAAAATGTTGTTGAAGTCTTATCAGACTGGACAAGAGACACAGAAAATAAAATACTATTTTTGGAGAAAGAGGAGAAATAT 




      800       810       820       830       840       850       860       870       880       890 
  *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *  
GCTGTATTTAAAAACCCCCAGAATTTCTACTTGGATAACAGAGGAAAAAAAGAAAGCAAGGAAACTAATGAGAAAATGAATGCTAAGAACAAGGAATCC 
A  V  F  K  N  P  Q  N  F  Y  L  D  N  R  G  K  K  E  S  K  E  T  N  E  K  M  N  A  K  N  K  E  S   
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 
Exon7                Exon8 
 
       900       910       920       930       940       950       960       970       980       990 
   *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    *    * 
TTACTTGAGGTAAGGTTAATTTTGCAGAGTGGAAGAAAAGAGAANNNCGTTTGCTCTATTTTTAAGTCATTTGCTTCCGAGNNCAATGNAAAAATCTAA 
L  L  E  V  R  L  I  L  Q  S  G  R  K  E  X  X  V  C  S  I  F  K  S  F  A  S  E  X  N  X  K  I  *   
>>>>>>>  >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 




3.4 Zelluläre Lokalisation der murinen RIAM Isoformen 
Nachdem in murinen Granulozyten und Makrophagen die Existenz von verschiedenen RIAM 
Transkripten nachgewiesen wurde und zudem Western Blot Analysen auf die Existenz von 
weiteren kurzen RIAM Isoformen in Leukozyten hindeuteten, wurden die aus den 
identifizierten Transkripten abzuleitenden RIAM Varianten näher charakterisiert. Hierzu 
wurde zunächst untersucht, ob es Unterschiede in der zellulären Lokalisation der murinen 
RIAM Varianten gibt. 
Für das Experiment wurden CHO-Zellen mit den Expressionsvektoren #1, #2, #3, #5, #6 
(siehe Tabelle 2-2) transfiziert, die eine Überexpression der EGFP-fusionierten RIAM 
Varianten bewirken. Durch anschließende Färbung mit den Fluorophor-konjugierten 
Proteinen Phalloidin und Vinculin konnten zusätzlich die Aktinfasern und Fokaladhäsionen 
für die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. 
Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie wiesen bei Überexpression der RIAM-EGFP 
Fusionsproteine in Bezug auf die zelluläre Lokalisation auf Unterschiede hin. Wie in 
Abbildung 3-6 zu sehen, ist RIAM Full-length deutlich an den Aktin-Stressfasern und im 
Bereich des Aktin-Kortex lokalisiert. Gleiches lässt sich auch für RIAM short B beobachten. 
RIAM short A hingegen lässt sich in der Zelle, wie auch Vinculin, nur in den Bereichen der 
Fokaladhäsionen identifizieren. 
Um zu prüfen, ob Talin für die Rekrutierung von RIAM short A an die Fokaladhäsionen 
verantwortlich ist, wurde auch ein N-terminal um die Talin-Bindedomäne verkürztes RIAM 
Full-length Konstrukt kloniert und transfiziert. Eindeutig lässt sich hiermit zeigen, dass der 
Verlust der Talin-Bindedomäne keine Auswirkungen auf die Lokalisation von RIAM short A 
hat. 
Ebenfalls wurde der Einfluss von Exon 12 untersucht, um welches sich RIAM short A und 
RIAM short B unterscheiden. Hierzu wurde ebenfalls ein Konstrukt von RIAM Full-length 
ohne Exon 12 generiert. In Abbildung 3-6 ist deutlich zu erkennen, dass allein das Fehlen 






Abb. 3-6: Zelluläre Lokalisation der EGFP-fusionierten RIAM 
Isoformen bei Überexpression in CHO-Zellen. EGFP (grün), 
Vinculin (rot), F-Actin (Phalloidin, blau). Analysiert mittels 
Konfokalmikroskopie. 
 
3.5 Bindungsaffinität der RIAM Isoformen zu Talin, VASP und Profilin 
Um die RIAM Isoformen ausgehend von ihrer unterschiedlichen zellulären Lokalisation auch 
auf Unterschiede in ihrer Bindungsaffinität zu Talin, VASP und Profilin zu untersuchen, 
wurden Immunopräzipitationen durchgeführt. Hierzu dienten ebenfalls CHO-Zellen als 
Modellsystem, die zuvor mit den Expressionsplasmiden #1, #2, #3, #4, #6 (siehe  




Varianten überexprimierten. Die Immunopräzipitationen wurden mit dem µMACS GFP 
Isolation Kit (Milteny) durchgeführt. Die darin enthaltenen µMACS MicroBeads enthalten 
einen Antikörper, der gegen EGFP gerichtet ist. Mit Hilfe von Western Blot Analysen wurden 
anschließend die relativen Mengen an co-präzipitiertem Talin, VASP und Profilin verglichen. 
Die Ergebnisse dieser IPs zeigten eindeutig, dass RIAM short A die dreifache Menge an 
Talin zu binden vermag als die beiden anderen Varianten. Zwischen RIAM short B und RIAM 
Full-length wurde auch nach mehrfacher Durchführung der Experimente kein signifikanter 
Unterschied festgestellt. Eine signifikante Bindung an VASP konnte hingegen nur für RIAM 
Full-length festgestellt werden. Mit den beiden kurzen Isoformen konnte VASP nicht  
co-präzipitiert werden. 
Auch zwei trunkierte RIAM-Full-length Konstrukte ohne N-Terminus bzw. ohne Exon 12 
wurden in das Experiment einbezogen. Im Falle des Konstrukts ohne Exon12 konnte ein 
wesentlicher Anstieg der Affinität zu VASP auf nahezu das Doppelte beobachtet werden. 
Auch die Menge an Talin war in diesem Falle signifikant größer und nahezu vergleichbar mit 
der Menge an Talin, die mit RIAM short A co-präzipitiert wurde. 
Wie erwartet führte das Fehlen der Talin-Bindedomäne im N-Terminus dazu, dass kein Talin 
mehr gebunden wurde. Die Menge an co-präzipitiertem VASP blieb hingegen unverändert. 
Jedoch war es möglich, eine Bindung an Profilin nachzuweisen, die in keinem anderen Fall 
zu beobachten war. 
Für die Quantifizierung der Ergebnisse aus der Western Blot Analyse wurden jeweils die 
relativen Intensitäten der Banden des co-präzipitierten Talins (analog auch VASP) 
berechnet. Normiert wurde hierbei auf die Menge an Talin, die mit RIAM short A  
co-präzipitiert wurde. Ebenso wurden die relativen Intensitäten der Banden der präzipitierten 
RIAM Varianten (ebenfalls normiert auf den Wert für RIAM short A) bestimmt. Schließlich 
wurden die so erhaltenen Werte für Talin (analog VASP) durch die Werte für die RIAM 
Varianten geteilt und somit die relativen Mengen an co-präzipitiertem Talin und VASP, unter 
Berücksichtigung der unterschiedlichen Mengen der präzipitierten RIAM Varianten ermittelt. 
Abbildung 3-7 zeigt das repräsentative Ergebnisse einer IP sowie die Quantifizierung der 





Abb. 3-7: (A) Western Blot Analyse der EGFP-IPs mit CHO-
Zelllysaten bei Überexpression der EGFP-fusionierten RIAM 
Varianten. Die verwendeten RIAM Konstrukte sind oben angegeben. 
Links sind die detektierten Proteine aufgelistet. Für die Ladekontrolle 
wurden jeweils 40 µg Zelllysat eingesetzt. (B, C) Relative Mengen 
an immunopräzipitiertem Talin und VASP. Die entsprechenden 
Signifikanzwerte sind oberhalb der Balken angegeben. N beschreibt 





3.6 Integrinaktivierung durch RIAM short A 
Sowohl die Untersuchung der zellulären Lokalisation als auch die Experimente zur 
Bestimmung der Bindungsaffinität zu Talin, VASP und Profilin deuteten darauf hin, dass die 
verschiedenen RIAM Isoformen in der Zelle unterschiedliche Funktionen besitzen. Um diese 
Hypothese zu überprüfen, wurde der Einfluss der RIAM Varianten auf die Mengen an 
aktivem Integrin αIIbβ3 auf der Zelloberfläche bestimmt. Hierzu kamen CHO-Zellen zum 
Einsatz, die das Integrin αIIbβ3 stabil exprimieren (Han et al., 2006) und zuvor mit den EGFP-
fusionierten RIAM Isoformen sowie mit der an mCherry fusionierten Talin Kopfdomäne 
transfiziert wurden. Die Menge an aktivem Integrin αIIbβ3 bei Überexpression der RIAM 
Isoformen und der Talin Kopfdomäne wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Hierzu 
wurde der Pac-1 Antikörper (Sigma) verwendet, der spezifisch an die aktive Konformation 
dieses Integrins bindet.  
 
 
Abb. 3-8: Relative Mengen an aktivem Integrin αIIbβ3 auf der 
Zelloberfläche bei Überexpression von EGFP-fusionierten RIAM 
Varianten sowie der Talin Kopfdomäne in CHO-Zellen. Die 
Bindungsaffinität an den Pac-1 Antikörper (Sigma) wurde mittels 
Durchflusszytometrie verglichen. Als Referenzwerte dienten jeweils 





Wie in Abbildung 3-8 zu erkennen ist, bewirkt die Überexpression der Talin Kopfdomäne 
auch ohne zusätzliche Überexpression von RIAM (EGFP-Kontrolle) einen erheblichen 
Anstieg der Level an aktivem Integrin auf der Zelloberfläche. Bei zusätzlicher 
Überexpression der RIAM Varianten ist im Falle von RIAM short A eine weitere signifikante 
Erhöhung dieser Werte zu beobachten, während bei den anderen RIAM Varianten keine 
zusätzliche Veränderung eintritt. Wird hingegen ein RIAM short A Konstrukt ohne den Talin-
bindenden N-Terminus überexprimiert, so ist dieser Effekt nicht weiter zu beobachten. 
3.7 K562-Zellen als Modellsystem zur Untersuchung der RIAM Isoformen 
Ein weiterer Teil dieser Arbeit war die Entwicklung eines neuen Modellsystems, das auch 
Studien zur Aktivierung des αLβ2-Integrins (LFA-1) durch die RIAM Isoformen ermöglicht. 
Weiterhin sollten die bisherigen Ergebnisse zur Untersuchung der Bindungsaffinität von 
RIAM zu Talin und VASP auch in Blutzellen bestätigt werden. Die K562-Zelllinie (ATCC) 
erwies sich schließlich als geeignet für die weiterführenden Untersuchungen. 
Bei der K562-Zelllinie handelt es sich um undifferenzierte pluripotente Blasten, die aus einer 
Patientin im Verlauf einer chronisch myeloischen Leukämie isoliert wurden (Lozzio and 
Lozzio, 1975). Weitere Untersuchungen ergaben, dass diese Zellen einen Differenzierungs-
grad von Vorläuferzellen der megakaryozytären und erythroiden Linie der Hämatopoese 
aufweisen (Huo et al., 2006). Des Weiteren wurde bereits eine Methode zur Messung der 
Level an aktivem Integrin αLβ2 mit dieser Zelllinie etabliert (Lefort et al., 2012). 
Freundlicherweise wurden von Herrn Prof. Dr. Klaus Ley (La Jolla Institute for Allergy & 
Immunology, USA) für diese Arbeit die hierzu verwendeten K562-Zellen zur Verfügung 
gestellt, die das Integrin αLβ2 stabil exprimieren. Die zusätzliche stabile Überexpression der 
verschiedenen EGFP-fusionierten RIAM Isoformen und der mCherry-fusionierten Talin 
Kopfdomäne wurde mittels HIV-basierter lentiviraler Infektion mit anschließender Selektion 
erreicht. 
Sowohl die Messung der Integrinaktivierung mit dem Antikörper mab24 (Abcam), der 
ausschließlich an β2-Integrin in der aktiven Konformation bindet, als auch die EGFP-IPs zur 
Messung der Bindungsaffinität an Talin und VASP wurden mit den so erhaltenen Zellen 
durchgeführt. In beiden Fällen konnten die bisher mit CHO-Zellen generierten Ergebnisse 
bestätigt werden. Sowohl die starke Bindungsaffinität von RIAM short A zu Talin im Vergleich 
zu RIAM Full-length, als auch die zusätzliche Erhöhung der Level an aktivem Integrin durch 
RIAM short A bei zusätzlicher Expression der Talin Kopfdomäne, ließen sich in diesem 






Abb. 3-9: (A) Repräsentative Western Blot Analyse der EGFP-IPs 
mit K562-Zelllysaten bei Überexpression der EGFP-fusionierten 
RIAM Varianten und des Integrins αLβ2. Die verwendeten RIAM 
Konstrukte sind oben angegeben. Links sind die detektierten Proteine 
aufgelistet. Für die Ladekontrolle wurden jeweils 40 µg Zelllysat 
eingesetzt. (B) Relative Mengen an aktivem β2-Integrin auf der 
Zelloberfläche bei Überexpression von EGFP-fusionierten RIAM 
Varianten sowie der Talin Kopfdomäne in CHO-Zellen. Die 
Bindungsaffinität an den m-ab24 Antikörper (Abcam) wurde mittels 
Durchflusszytometrie verglichen. Als Referenzwerte dienten jeweils 







4.1 Existenz von kurzen RIAM Isoformen 
In dieser Arbeit konnte mit Hilfe von RT-PCRs konnte die Existenz von weiteren kurzen 
RIAM Transkripten bestätigt werden, die zuvor durch 3‘-RACE PCRs in neutrophilen 
Granulozyten identifiziert worden waren. Zwar ist dies kein eindeutiger Beweis, dass diese 
Transkripte auch exprimiert werden, jedoch im Zusammenhang mit den parallel 
durchgeführten Western Blot Analysen, die ebenfalls auf die Existenz weiterer RIAM 
Isoformen in Immunzellen hindeuten, ein eindeutiges Indiz. Die Ergebnisse der RT-PCRs 
zeigen, dass das Transkript für RIAM short A zwar in geringerer Menge in der Zelle 
vorhanden ist als die RIAM Full-length Variante, jedoch ließ es sich deutlich amplifizieren. 
RIAM short B ließ sich hingegen nicht amplifizieren, wurde aber dennoch in die weiteren 
Experimente einbezogen. 
Auch in humanen Granulozyten, in denen eine ähnliche Situation wie in murinen Zellen zu 
erwarten ist, wurde ein weiteres kurzes RIAM Transkript identifiziert. Analog hierzu finden 
sich in der Literatur Aussagen über die Existenz eines weiteren humanen RIAM Transkripts 
in Immunzellen. Außerdem wurde auf die mögliche Existenz von zusätzlichen RIAM 
Spleißvarianten hingewiesen, da RIAM zu einem humanen Klon (LOC54518) eine starke 
Homologie aufweist. Die Aminosäuren 1-261 sind hierbei identisch und nur die letzten 27 
Aminosäuren dieses Klons unterscheiden sich zu RIAM Full-length (Lafuente et al., 2004). 
Diese Aussagen stehen im Einklang mit den im Rahmen dieser Arbeit erzeugten 
experimentellen Daten und deuten klar darauf hin, dass zusätzlich zu der RIAM Full-length 
Variante auch zumindest eine weitere kurze RIAM Isoform existiert. 
4.2 Charakterisierung der kurzen RIAM Isoformen 
Aus den identifizierten RIAM Transkripten ergeben sich die offenen Leserahmen von zwei 
weiteren murinen und einer weiteren humanen RIAM Variante, die jeweils C-terminal 
verkürzt sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die murinen Varianten RIAM short A, RIAM 
short B und RIAM Full-length in Bezug auf ihre Funktion charakterisiert. Hierzu wurden die 
offenen Leserahmen in Expressionsvektoren kloniert, die eine Expression von EGFP-
Fusionsproteinen ermöglichten. Als Modellsystem wurden zunächst Chinese Hamster Ovary 
(CHO) Zellen gewählt. Außerdem wurde mit Hilfe einer HIV-basierten lentiviralen Infektion 
von K562-Zellen zur Expression der EGFP-fusionierten RIAM Varianten ein 




Die Versuche zur Untersuchung der zellulären Lokalisation der RIAM Isoformen in  
CHO-Zellen zeigen Unterschiede zwischen den einzelnen Varianten auf. Während RIAM  
Full-length und RIAM short B an den Aktin-Stressfasern und im Bereich des Aktin-Kortex 
lokalisiert sind, findet sich RIAM short A hauptsächlich in den Bereichen der 
Fokaladhäsionen. Zum einen steht dies im Einklang mit der Tatsache, dass der Variante 
RIAM short A die im C-terminus liegenden Prolin-reichen Motive für die Bindung an VASP 
und Profilin fehlen und somit keine Interaktion mit dem Aktin-Zytoskelett stattfindet. Zum 
anderen gibt dies einen ersten Hinweis darauf, dass die unterschiedlichen RIAM Varianten 
verschiedene Funktionen innerhalb der Zelle haben und daher verschiedene Pools in 
unterschiedlichen Zellregionen bilden. 
Auch die Lokalisation eines N-terminal um die Talin-Bindedomäne verkürzten RIAM  
Full-length Konstrukts (RIAM FL ΔN-Terminus) wurde untersucht. Hierbei wurde festgestellt, 
dass der Verlust der Talin-Bindedomäne keine Auswirkungen auf die Lokalisation von RIAM 
short A hat. Diese Ergebnisse bestätigen die Annahme, dass Talin durch RIAM an die 
Zellmembran rekrutiert wird und nicht umgekehrt. Ein weiterer interessanter Aspekt war die 
Untersuchung des Einflusses von Exon12 auf die zelluläre Lokalisation. Dieses Exon bildet 
den wesentlichen Unterschied der Varianten RIAM short A und RIAM short B. Es wurde 
festgestellt, dass allein das Fehlen von Exon 12 in RIAM Full-length zu einer Lokalisation 
vergleichbar mit RIAM short A führt. Dies deutet an, dass Exon 12 eine wichtige regulative 
Funktion besitzt, die in intramolekularen Wechselwirkungen oder in der Bindung an weitere 
Regulatoren bestehen kann. 
Eine mögliche Erklärung der Lokalisation von RIAM short A wird in einer aktuellen Studie 
gegeben, in der RIAM eine Rolle im Aufbau der Fokaladhäsionen zugeschrieben wird. In 
dieser Funktion rekrutiert RIAM mit Hilfe von Rap1 zunächst Talin an die Zellmembran und 
bewirkt so eine Integrinaktivierung, die darauf folgende Bildung von Integrin-Clustern sowie 
eine Verbindung der aktiven Integrine mit dem Aktin-Zytoskelett, die über Talin erfolgt. In 
einem nächsten Schritt wird RIAM dann durch Vinculin ersetzt und hierdurch eine 
Stabilisierung der frühen Fokaladhäsionen erreicht (Goult et al., 2013). 
Einen weiteren Hinweis auf unterschiedliche Funktionen der RIAM Isoformen gaben die in 
dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen der Bindungsaffinität zu Talin, VASP und 
Profilin. Während RIAM short A die dreifache Menge an Talin zu binden vermag als die 
beiden anderen Varianten, wurde eine signifikante Bindung an VASP hingegen nur für RIAM 
Full-length festgestellt. Mit den beiden kurzen Isoformen konnte VASP nicht co-präzipitiert 
werden. Auch bestätigte sich durch diese Untersuchung ein Einfluss von Exon 12 auf die 
Bindungsaffinität der RIAM Varianten zu Talin und VASP. Durch das Fehlen von Exon 12 in 




der von RIAM short A während die Bindungsaffinität zu VASP die von RIAM short A sogar 
überstieg. Auch hierdurch wird die Bedeutung von Exon 12 unterstrichen, das einen 
negativen Einfluss auf die Bindung an Talin wie auch an VASP hat und somit womöglich eine 
regulative Funktion besitzt. Das Fehlen des für die Talin-Bindung verantwortlichen N-
Terminus verhinderte hingegen erwartungsgemäß die Co-Präzipitation von Talin. 
4.3 Bedeutung von RIAM short A in der Integrinaktivierung 
Um eindeutig zu bestätigen, dass die verschiedenen RIAM Varianten tatsächlich 
unterschiedliche Funktionen in der Zelle haben, wurde der Einfluss der RIAM Varianten auf 
die Mengen an aktivem Integrin αIIbβ3 in CHO-Zellen und auf die Mengen an aktivem Integrin 
αLβ2 in K562-Zellen bestimmt. In beiden Fällen war nur RIAM short A in der Lage bei 
zusätzlicher Überexpression von Talin eine Erhöhung der Mengen an aktivem Integrin auf 
der Zelloberfläche zu bewirken. Somit ist auch unter Berücksichtigung der vorangegangenen 
Ergebnisse dieser Arbeit anzunehmen, dass nur RIAM short A eine Funktion in der 
Integrinaktivierung besitzt, wohingegen RIAM Full-length in der Regulation der Dynamik des 
Aktin-Zytoskeletts von Bedeutung ist. Einen entscheidenden Einfluss hat hierbei Exon 12, 
das durch die negative Regulation der Bindung an Talin sowohl die zelluläre Lokalisation als 
auch die Fähigkeit zur Talin-vermittelten Integrinaktivierung beeinflusst. Abbildung 4-1 
verdeutlicht schematisch die aus den Experimenten abgeleitete Hypothese zur 
unterschiedlichen Funktion von RIAM short A und RIAM Full-length. 
 
 
Abb. 4-1: Schematische Übersicht der Hypothese zur unter-






Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente bieten eine Grundlage für weitere 
funktionelle Analysen der RIAM Isoformen, um die Hypothese ihrer unterschiedlichen 
Funktionen weiter zu untermauern. Ein Ansatz für diese Untersuchungen ist die Identifikation 
von weiteren und für die Isoformen spezifischen Interaktionspartnern mittels Massen-
spektrometrie. Erste Vorversuche mit dem in dieser Arbeit erzeugten hämatopoetischen 
Modellsystem in K562-Zellen versprechen bereits die Aussicht auf aufschlussreiche 
Ergebnisse und bestätigen die bisherigen Experimente zur Untersuchung der 
Bindungsaffinität zu Talin, VASP und Profilin. 
Ein Ansatzpunkt für weitere Analysen ist zudem die Überprüfung der Existenz der RIAM 
Isoformen auf Proteinebene. Untersuchungen mit Massenspektrometrie erwiesen sich hierzu 
als nicht geeignet, da sich die RIAM Varianten mit dieser Methode nur auf Basis der in 
beiden Fällen sehr kurzen spezifischen Peptidsequenzen in ihren C-Termini eindeutig 
identifizieren lassen. Vielversprechender ist jedoch die Verwendung von spezifischen 
Antikörpern, die gegen die C-Termini der RIAM Isoformen gerichtet sind und somit eine 
eindeutige Identifikation erlauben. Vorarbeiten hierzu fanden ebenfalls statt. 
Schließlich stellt die Durchführung von umfassenden intramolekularen Interaktionsstudien in 
Aussicht, die regulativen Mechanismen des durch Exon 12 kodierten Peptids und dessen 
funktionellen Einfluss auf RIAM besser zu verstehen. Hierzu wurden die Plasmide ##11-16 
kloniert, die zur Expression von unterschiedlich trunkierten RIAM Konstrukten mit einem 
Flag-Tag führen und in Verbindung mit den EGFP-fusionierten RIAM Konstrukten eine 
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